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Beschreibung 

Die Erfindung betrifft em Verfahren zur Herstellung von Estern, Thioestern und AmJden der Phosphorsaure, 
Thiophosphorsaure und SelenophosphorsSure durch Umset2ung acyllerbarer Hydroxy-, Mercapto- und 
AminoverbmdungBn mit Pho5phorigs§urediester-dialkyIamiden, Oxidation des entstehenden 
Phosphorigsauretriesters, -thioesters oder -diesteramids zur entsprechenden Verbindung mit funfwertigen/ 
Phosphor und Abspaltung der beiden aus dem Phosphorylierungsreagenz stammenden alkoholischen brw. 
phenolischen Gruppen mit Basen. 

Die Erfindung betrifft insbesondere ein Verfahren zur Herstellung von Verbindungen der Formel I 
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durch Phosphorylierung einer Verbindung der Formel II 
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R-(-Z-H) n 



II 



mit mlndestens n Mol eines Phosphorylierungsreagenzes, Oxidation der erhaltenen Verbindung und 
Freisetzung der Verbindung der Formel I mh Basen, dedurch gekeniuelchnet, daft man eln 
Phosphorylierungsreagenz der Formel III 
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in Gegenwart einer schwachen Saure einsetzt, und die erhaltene Verbindung der Formel IV 
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zur Verbindung der Formel V oxidiert 
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In den vorstehend genannten Formeln haben die Variablen die folgende Bedeutung: 
R ist ein organischer Rest, der keine welteren phosphoryllerbaren Wasserstoffatome trdgt, 
X steht fur Sauerstoff , Schwef el Oder Selen 
Z steht fur Sauerstoff, Schwefel Oder -NH-, 
n bedeutet mindestens 1 
Kat steht fur ein Aquivalent eines Kations, 
R 1 steht fur eine Gruppe der Formal Ilia Oder 1Mb 
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R5 t RSund R 7 , die gleich oder verschieden sein kdnnen, stehen f Or Wasserstoff oder Methyl, 
R 8 steht fur eine Gruppe der Formel lllo. Mid, Hie. Cyan oder Ar, 



-S-(C» y -R 10 -Si(C 6 H 5 ) 2 -CH 3 
IIIc Hid 
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RIO bedeutet Alkyl mit 1 bis 4 Kohlenstoffatomen oder Ar, 

6, das gleich oder verschieden sein kann, steht fur C oder N, wobei jedoch mindestens ein G fOr N steht, 
Ar steht fur Phenyl, das durch t bis S gleiche oder verschledene Substituenten der Reihe Chlor, Fluor, Nitro 

und Cyan oder zusitzlich zu den elektronenabziehenden Substituenten durch einen oder zwei lipophile Reste 

substituiert sein kann, 
y steht fur 0, 1 oder 2, 

R 9 steht fur eine Gruppe der Formel lllf oder Dig, 



lllf 
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Y steht fur gleiche oder verschledene Substituenten der Reihe Chlor, Brom oder Jod, 
R2 kann eine Bedeutung von R 1 haben und dann gleich oder verschieden sein, oder ein Alkyl mit 1 bis 4 
Kohlenstoffatomen, eine Gruppe der Formel Illh 



-CH r Ar 

oder auch Ar bedeuten, wenn dieses alkalisch leiohter ebspattbar ist als R 1 , 
R5 und RB konnen zusammen fur eine Gruppe der Formel I Hi 



Illh 



III! 
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stehen und 

R T kann auch fur Methyl stehen, wenn R 2 ebenfalls Methyl 1st. 

Die Netur der Gruppen R3 und R 4 ist unkritisch, sofern der Rest -NR 3 R 4 bel der Umsetzung mlt der 
10 Verbindung der Forme! II abgespalten wird. 

R3 und R 4 die gleich oder verschieden sein konnen, stehen fur Alkyl mit 1 bis 8 Kohlenstoffatomen, 
Cycloalkyl mit 6 bis 12, vorzugsweise bis 8 Kohlenstoffatomen. Benzyl oder Phenyl oder zusammen mlt dem 
Stlckstoffatom, an das sie gebunden sind, fur einen gesattigten oder ungesSttigten heterocyclischen Ring, der 
gegebenenfatis weitere Heteroatome und Substituenten enthalten kann, 
15 Bevorzugte Bedeutungen der vorstehend genannten Variablen sind: 
R 5 , R* und R 7 bedeuten Wasserstoff, 

R8 bedeutet Cyan, Phenyl oder nitriertes Phenyl, insbesondere Mononitrophenyl wie p-Nitrophenyl oder 
Dinitrophenyl wle 2,5-Dinitrophenyl, chforiertes Phenyl, insbesondere Mono-, Di- oder Trichlorphenyt oder 2- 
Chlor-4-nitrophenyl sowie Nitrophenyl, das durch einen oder zwel Kohlenwasserstoffreste, insbesondere 
20 Alkanreste, mit 8 bis 24, vor allem 12 bis 18, Kohlenstoffatomen substituiert ist. 

R9 ateht bevorzugt fur eine Gruppe der Formel 1 1 If, wobel Y bevorzugt f fir Chlor steht 
R* 1st nlederes Alkyl, insbesondere Methyl, oder es hat die Bedeutung von Ri und ist dann vorteilhaft 
identisch mit R 1 , 

R3 und R 4 stehen fur Alkyl mit 1 bis 6 Kohlenstoffatomen, insbesondere fflr nlederes Alkyl, Cyolohexyl, Benzyl 
25 oder Phenyl und zusammen mlt dem Stlckstoffatom f Or Pyrrolidyl, Piperidyl, Morpholyl, Triazolo, Benzotriazolo 
oder Tetrazolo, wobei die aromatischen Reste durch Chlor, Fluor, Nitro oder Cyan substituiert sein konnen. 
Der Ausdruck "nieder" steht f Or Reste mit bis zu 4 Kohlenstoffatomen. 
X und Z stehen bevorzugt fur Sauerstoff. 
n steht fOr 1 bis 6, vor allem 1 oder 2, insbesondere 1. 
30 Die Verbindungen der Formel III, in denen R 1 von Methyl verschieden ist, sind neu, ebenso die Verbindungen 
der Formel VI. Diese neuen Verbindungen alnd ebenfalls Gegenstand der Erf indung, 

Aus F. Himmelsbach et aL, Tetrahedron Letters 23 (1882) 4793 - 4798 sind Verbindungen der Formel V 
bekannt in denen R 1 und R 2 fur 2-(4-Nitrophenyl|ethyl. X und Z fOr Sauerstoff und R fur einen Thymidylrest 
steht Diese Verbindungen werden durch Umsetzung von Thymldln mit Bis-(p-nitrophenylethyl)- 
35 phosphoromonochlorldat erhalten, wobei Im wesentllchen die 5'-st§ndige Hydroxygruppe acyliert wird. Dieses 
Phosphoryliemngsreagenz ist ziemlich (abii und konnte weder unter Hochvakuum destilliert noch in fester Form 
hergesteHt werden. Wenn man vom Phosphortrichlorid ausgeht, so erfordert die HarsteSlung von Verbindungen 
der Formel V auf dem bekannten Wege funf Reaktionsstufen, wfihrend diese Verbindungen auf dem 
erfindungsgemaBen Wege in vier Schritten hersteilbar sind. 
40 Nach der genannten Uteraturstelle werden die Verbindungen der Formel V dann weiter zu Oligonucleotiden 
umgesetzt und aus diesen schlieBlich die p-Nltrophenylethylgruppen mit 1,5-Diazabicyclo[5,4,0]undecen-5 
(DBU) abgespalten. 

In der Druckschrift EP-A-0 131 993 werden Phosphoryllerungsreagenzien mit mindestens einer geschumen 
Hydroxylgruppe und mit mindestens einer Abgangsgruppe offenbart, die dadurch gekennzeichnet sind, daB als 

45 Hydroxylschutzgruppe Methyisulfonylethyl (Mse) verwendet wird. Es wird els Abgangsgruppe auch Triazolyl 
und Tetrazolyl beschrieben, wobei jedoch offenbieibt, ob eine P-C oder P-N-Bindung vortiegt. 

In dem erfindungsgemS&en Verfahren, das dadurch gekennzeichnet ist, da& Phosphorigsfiureesteramide in 
Gegenwart einer schwachen SSure eingesetzt werden, ist uberraschenderweise die SpezifitSt der 
Phosphorylierungsreaktion erhoht, da die Gefahr einer unspezifischen Abspaltung der Schutzgruppen - die 

50 generell basisch abgespalten werden - verringert wird. Eine Abspaltung der Schutzgruppen unter 
Phosphorylierungsbedingungen fOhrt zu ungeschOtzten phosphorylierbaren Gruppen, die im Verlauf der 
Reaktion mit einem welteren MolekOI Phosphorylierungsreagenz reagieren konnen. Ferner kdnnen im 
beanspruchten Verfahren Schutzgruppen eingesetzt werden, die unter den in der EP-A-0 133 993 
beschriebenen Reaktionsbedingungen (neutral bis schwach alkalisch) nur wenig oder gar nicht stabit sind. 

55 Die Verbindungen der Formel III sind nach an sich bekannten Methoden aus Phosphortrichlorid durch 
Umsetzung mit den Hydroxyverbindungen R'-OH und RM)H und dem sekundSren Amin H-NR 3 R 4 zuganglich. 
AnsteNe des frelen sekundSren Amins kann auch eine entsprechende Silylverbindung eingesetzt werden. Die 
Rethenfolge des Austausches der Chloratome im Phosphortrichlorid richtet sich nach der ReaktivJtat der 
Hydroxy- bzw. Aminoverbindungen. So kann man beispielsweise die Verbindung der Formel VI 

60 
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auf f olgenden Wegen gewinnen: 

a) Man setzt zunachst Phosphortrichlorid mit Methanol in Gegenwart einer Base urn, setzt das 
Reaktionsprodukt mit Diiaopropylamin und anschliefiend mit dem 2-(p-Nttrophenyl)-ethanol in Gegenwart 

15 einer Base urn, 

b) man setzt das Phosphortrichlorid zunachst mit dem 2-{p-Nitrophenyl)~ethanol, dann mit dem 
Isopropylamin und schlreBlich mit Methanol urn odor 

c) man laBt das Phosphortrichlorid zuerst mit dem Diisopropylamin reagieren und setzt dann mit dem 2-(p- 
Nitrophenyt)-ethanol und hierauf mit Methanol urn. 

20 

Die Umsetzung des Phosphorylterungsreagenzes der allgemeinen Formel 111 mit einer Hydroxyverbindung 
erfolgt entweder in Losung mit einer aquimolaren Menge bzw. einem geringen OberschuS von beispialaweise 
bis zu S0 f vorzugsweise bis zu 25, Mol-% an Phosphorylierungsreagenz in Gegenwart einer schwachen Saure 
wle Tetrazol oder einem Aminhydroohlorid oder in Form einer Festphasen-Synthese mit einem groSen 

25 OberschuE an Phosphorylierungsreagenz in Gegenwart einer schwachen Saure. Wenn beispielsweisa die 
Hydroxykomponente tragergebunden ist, wird man das Phosphorylierungareagenz in einem 10- bis 20-fachen 
molaren OberschuS etasetzen. Wenn man in Ldsung erbeitet muB daa Ldsemittel selbstverstandlich 
gegenflber dem Phosphorylierungsreagenz und der zu acyiierenden Komponente inert sein. Die Umsetzung 
erfolgt bei Temperaturen von -80 bis +80°C, vorzugsweise -20 bis +60°C, insbesondere 0 brs 2B°C. 

30 Das Phosphorylierungsprodukt der Formef IV hat je nach Wahl Reste R 1 und R 2 einen mehr oder wenlger 
ausgepragten lipophilen Charakter, insbesondere dann, wenn R* ein lipophrl substituiertes Phenyl darstellt. 
Diese lipophilen Verbindungen lassen sich einfach von den nioht pho&phorylierten Ausgangsmatenalien 
abtrennen, beispielsweise durch Chromatographle wle Hochdrack-FIOsslgkeltschromatographie auf "reversed 
phase"~Material, beispielsweise das handelsubliche Silicagel mh Octadecylsilylgruppen. 

35 Die Wahl der Substituenten R 1 und R 2 richtet sich selbstverstandlich nach der chemischen Natur des Restes 
R, also nach derjenigen Verbindung, in die die Phosphatgruppe eingefuhrt warden soil. Unter der Definition 
von R els einer Gruppe, die keine weiteren phosphorylierberen H-Z-Gruppen enthElt, soil verstanden warden, 
jJe& das Phosphorylierungareagenz der Formel III relatlv unspezifisch acyfiert und somit bei einer gezieften 
Phosphoryiierung In alien weiteren gegebenenfallls vorhandenen phosphorylierberen Z-H-Funktionen die 

40 Wasserstoffatome durch entsprechende Schutzgruppen er&etzt sind. Unter "phosphorylierbar" sollen hiar 
solche Z-H-FunktJonen verstanden werden, die unter den Acytierung&bedingungen zu einer Umsetzung 
beffihigt sind - durch sterische Hinderung oder inaktivierende Gruppen in ihrem Reaktionsvermfigen 
beeintrachtigte Z-H-Funktionen sollen also ausgeschlossen sein. 
Da die Reste W und R 2 zur Freisetzung der Phosphatgruppe in den meisten Fallen mit Hilfe einer Base 

45 abgeepahen warden, richtet sich die Natur der Reste R 1 und R 2 und der elngesetzten Base nach der 
Empfindlichkeit des Restes R. Bel entspreohender StebiiltSt von R kann also die Abspaltung mit wa&rigen 
Alkalilaugen erfolgen, womit auch die Wahl von R 1 und R 2 relatrv unkrhisch ist. Bel empflndllchen Gruppen am 
Rest R wird man in an sich bekannter Weise unter entsprechend schonenden Bedingungen erbeltan, 
beispielsweise im nicht-wfiferigen System und unter Verwendung einer geeigneten Base, beispielsweise dem 

50 aus der vorstehend diskutierten Llteraturstelle bekannten D&U. 

Die Abspattung der Reste R 1 und R 2 erfolgt nach an sich bekannten Methoden: 

Die Abspaltung eines Methylrestes aus einem Phosphsttriester kann mh Thiophenol oder Thiokresol in 
Gegenwart einer Base wle Triethylamln erfolgen. Diese Reaktion erfolgt zweckmaBig bei Temperaturen von 
-100 bis +100°C, vorzugsweise bei -60 bis +60°C, insbesondere bei -20 bis +30°C. Die in einer 6- 

55 Eiiminierungsreaktion entfembaren Gruppen, also beispielsweise Verbindungen, in denen die Gruppe itlb 
enthatten 1st, entfernt man mit Metalien wie Zink oder durch potentielgesteuerte Elektroreduktion. Diese 
Reaktion erfolgt zweckm§6ig bei Temperaturen von -50 bis +60°C, vorzugsweise bei -20 bis -50° C, 
insbesondere bei 0 bis 30° C. Elektronegativ substituierte Ethylgruppen lassen sich mit nichtnucleophllen Basen 
entfernen, die auch an polymere Trfiger gebunden sein kSnnen. Diese Reaktion erfolgt zweckmaBig bei 

60 Temperaturen von -80 bis +100°C, vorzugsweise bei -20 bis +50°C, Insbesondere 0 bis 30° C. 

Bei der Abspaltung von elektronegativ substituierten Ethylgruppen aus Verbindungen der Formel V werden 
vorteifhaft die folgenden Basen eingesetzt, die nach abnehmender Reaktivitat aufgefuhrt sind: 

a) cycli8Che PhosphorsSuretrtamid-lmide der Formel VII 
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in der R 12 und gleiche oder verschiedene niedere Atkylgruppen, vorzugsweise Methyl oder Ethyl, und A 
und A' niedere Alkylengruppen mit 2 bis 4 Kohlenstoffatomen in der Kette, vorzugsweise 1,3-Propylen, 
bedeuten, 

15 b) 1,6.7-Triazabicyclo[4,4,0]dec-5-en {TBD) aowie 7-Methyl 1,5,7-trlazabicyclo[4,4,0Jdec-5-en, 

c) 1,5-Diazabicycio[4,3,0Inon-5-en (DBN), DBU sowie niedere AlkalimetaMalkoholate, insbesondere Natrium- 
und Kaiiumalkanolate wie Natriummethylat Natriumethylat oder Kallumtertiflrbutyiat und 

d) 1,1,3,3-Tetramethylguanidin. 

Verbindungen, in denen R1 und gegebenenfalis auch R 2 B-Cyanethyl sind, lassen sich mit Ammoniak spalten 
20 und warden deshalb bevorzugt dort eingesetzt, wo andere Schutzgruppen mit Hilfe von Ammoniak 
abgespalten werden. 

Ein groSer Vorteil des erfindungsgem§&en Verfahrens liegt darin, daB empfindliche Verbindungen 
phosphoryliert werden kdnnen. Wie vorstehend bei der Abspaltung der Reste Ri und R 2 mit Basen gereigt 
wurde, erfaubt das erfindungsgemafce Verfahren eine Vielfalt von Ausgestaltungen, so da& die einzelnen 

25 Reaktionsschritte mit werteren Reaktionen am Rest R koordiniert werden kdnnen. Oieser Gesichtspunkt gilt 
nicht nur fur die Abspaltung der Reste R 1 und R 2 sondern genauso fur die Oxidatlonsreaktion und - wenn 
gewOnscht - fur das Einftihren von mehr ais einer Phosphatgruppe. 

Ein weiterer erheblicher Vorteil der Erfindung 1st darin zu sehen r daS nicht nur die Phosphatgruppe selbst, 
sondern auch die Thio- und Seleno-Phosphatgruppe eingefuhrt werden kann. Man kommt auf diesem Wage 

SO einfach zu chemischen Analogen von Naturstoffen, die beispielsweise nach den Verfahren von Himmelsbach 
et al. nicht zugfinglich sind. 

Die Oxidation der Verbindungen der ailgemeinen Forme! IV zu den Phosphaten der allgemeinen Formel V (X 
- 0} erfolgt in der fur analoge Verbindungen bekannten Weise. Ats Oxidationsmittel kdnnen beispielsweise 
Distickstofftetroxid oder Jod, insbesondere fiber Peroxide, vor aliem wasserfreies t-Butylhydroperoxid, 

35 eingesatzt werden. Die Reaktion wird bevorzugt in einem mSfiig polaren Lfisemittel durchgeftihrt, 
beiapielsweise in Nitrilen wie Aoetonitrii oder halogenlerten, Insbesondere chlorierten nlederen 
Kohlenwasserstoffen wie Chloroform. Diese Reaktion erfolgt zweckma&ig bei Temperaturen von -100 bis 
+100°C, vorzugsweise bei -50 bis +60°C, insbesondere bei -20 bis +30° C. 
Die Herstellung der Verbindungen der ailgemeinen Formel V. in der X Schwef el oder Selen bedeutet, erfolgt 

40 durch direkte Umsetzung der Verbindungen der ailgemeinen Formel IV mit elementarem Schwefel oder Selen. 
Ruhren in einem polaren Ldsemittei wie Tetrahydrofuran mit der stdchiometrischen Menge an Schwefel oder 
Selen fuhrt in guten Ausbeuten zu den entsprechenden Thio- Oder Selenophosphaten der allgemeinen Formel 
V. Diese Reaktion erfolgt zweckma&ig bei Temperaturen von -100 Me +100° C, vorzugsweise bei -50 bis +60° C, 
insbesondere bei -20 bis +30°C. 

45 Es wurde bereits betont, da& es die Erfindung erfaubt, auf die chemlsche Natur des Restes R in erheblichem 
AusmaS RQcksicht zu nehmen und daS dieser Rest auch empfindiiche Gruppen oder Molekulteile tragen kann. 
Als Ausgangsmaterialien der Formel II kommen somit aliphatische wie aromatische Hydroxy-, Mercapto- und 
Aminoverbindungen in Betracht, also Alkohole, Phenole, Marcaptane, Thiophenole und aliphatische und 
aromatische Amine. Besonders vorteilhaft kdnnen Naturstoffe oder Naturstoffanaloge Verbindungen 

50 phosphoryliert werden, beispleiswelse Steroidderivate, Phosphoiipide und vor allem Zucker und 
Zuckerderivate wie Nucleoside, Nucleotide, Oligonucleotide oder Polynucleotide. 

Die Darsteliung von Nucleotiden mit endstandlger ungeschutzter Phosphatfunktion 1st mit Hltfe der derzeit 
verwendeten Phosphatschutzgruppen-Kombination nach dem Phosphit-Verfahren nicht oder nur mit einem 
enormen zusitzlichen Aufwand mdglich, Auch die bei der Triester-Synthese hSufig verwendete 

55 Schutzgruppenkombination des o-Chlorphenyl-S-cyanoethylphosphats iiefert keine endstfindigen Phosphate, 
da die Hydrolyse der o-Chlorphenyl-Gruppe unter Erhahung der fc-Cyanoethyl-Gruppe nicht mdglich 1st. 

Nach den bisher bekannten Methoden wurde deshalb die Phosphorylierung der endstandigen 6'- 
Hydroxygruppe mit Hilfe eines Nucleosidtriphosphats, Oblicherweise Adenosintriphosphat, und einer Kinase 
wie (T4)-Polynucleotidkinase vorgenommen. Dieses Verfahren 1st recht aufwendig. 

60 ErfindungsgemaB kann nun die Phosphorylierung der 5'-Hydroxygruppe auf chemischem Weg erfolgen, und 
zwar nicht nur am isolierten Oligonuoleotid, sondern sogar schon an der noch trdgergebundenden Verbindung, 
Das erfindungsgema&e Verfahren lauft unter so schonenden Bedingungen, daB das Nucleosid, Nucleoid, 
Oligo- oder Polynucleotid nicht geschSdigt wird. 
Die Erfindung eriaubt aber auch die Einfuhrung von Phosphatgruppen an enderer Stelle in Nucleoside oder 

65 monomere, oligomere Oder poiymere Nucleotide, beispleiswelse durch Phosphorylierung der 3'- 



6 



EP 0195 277 B1 



Hydroxygruppe oder -gruppen oder bei Ribonucleosiden oder Ribonucleotiden eine Einfuhrung in die 2'- 
Position. 

Die Erfindung wird in den folgenden Beispielen auf dem bekanntermafien schwlerlgen Gebtet der Nucleotide 
naher erflutert Hierin 1st jedoch keinesfalls eine Beschrankung zu sehen, da die Phosphorylierung von 
Nucleotiden ganz allgemein reprfisentativfor die Einfflhrung von Phosphatgruppen 1st 

Herstellung der PhoBphorvlierunqsreagenzien der allgemeinen Formel Ijj 



10 

BeiapfeM 



Phosphoriflsiure-methyiester-dirsopropviamid-chlorid 

15 

Man legt 127 g (0,96 mol) PhosphorlgsSuremechylester-dlchlorld In einer Miachung aus 260 ml absolutam Ether 
und 260 ml absolutem Pentan vor und tropft unter starkem RQhren und Stlckstoffschutz be! -15°C eine Losung 
von 270 mi (1,92 mol) Diisopropylamln in 100 ml absolutem Ether und 100 ml absolutem Pentan im Lauf von 2 
Stunden zu. Man !£St das Reaktionsgemlsch unter Ruhren eich auf Raumtemperatur erwermen und ruhrt noch 

20 2 Stunden welter Dann kfihlt man wieder auf -15° C ab und trennt daa Hydrochlorld durch Filtration unter 
Inertgaa von der Reaktionsldsung ab. Der Filterkuchen wird mil 760 ml elnes karten Gernfschs aus glefchen 
Volumina aus absolutem Ether und absolutem Pentan nachgewaschen. Die Filtrate werden vereinigt und die 
Losungsmittel im Wasserstrahlvakuum abgezogen. Der Ruckatand wird zweimaf einer Kochvakuumdestillation 
fiber eine BO cm Vigreux-Kolonne unterworfen. Man erhSIt SO g einer Hauptfraktion (Siedepunkt 38 bis 41° C bei 

25 0.1 mbar}, die gemaB 3t P-NMR zu 99 % einheitlich ist (6 - 185 ppm). 



Belsplel2 

30 

Phosphofigsaure-methylester-Hp-nitrophenyD-ethvlesterl^dliaopropylamid fFormef VI) 

5,01 g {30 mmol) scharf getrocknetas 2-(p-Nitrophenyl)-ethanot werden in 60 ml frisch destilliertem 
35 Methylenchlorid gelost und mit 24 ml Diisopropyl-ethyl-amin versetzt Man kOhlt auf etwa 0°C und tropft im 
Lauf von 6 Minuten unter Ruhren 6 ml (33 mmoi) Phosphorigsfluremethylester-dlisopropylamid'Chlorid zu und 
ruhrt noch 10 Minuten bei dieser Temperatur welter. Dann verdunnt mBn das Reaktionsgemisch mit 750 ml 
Essigester, der zuvor mit 450 mi Phosphatpuffer vom pH 7 gewaschen wurde. Die Essigesterphase wird dreimal 
mit 450 ml Phosphatpuffer (pH 7) ausgeschiittelt, uber Natriumsulfat getrocknet und elngeengt Das anfallende 
40 01 wird im Hochvakuum bei 30* C getrocknet Man erhfilt 9 g 01, daa nach 31P-NMR 86-%-ig 1st. Durch 
Chromatographie uber eine kurze KleselgelsSule, die mit Essfgester/Methyienchtorid/Trjethylamin im 
Vofumenverhaltnis 5:4:1 fiqullibrieret wurde, kann daa Produkt mit dem genannten Eluentensystem welter 
angereichert werden (31R-NMR: 95-%-ig). Man erhdlt ein Ol, daa im KOhJschrank (-20° C) erstarrt 

45 31P.NMR: 6 ~ 149 ppm 

iH-NMR: P-O-CH2-CH2- 6 - 3,75 ppm, m [2] 

P-O-CH2-CH2- 8 - 2,98 ppm # t [2] 

P-OCH3 8 -3,35 ppm, d [3] 

50 m • Muttiplett [intensity] 
s ~ Singulett 
d - Dublett 
t - Triplett 

v 55 
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Boiepiel 3 

Phosphorigsaure>methvlester-2-cvanoethv?ester«dli80propvlamid (Formal VIII) 

5 



30 

w 



Analog Beispie! 2 setzt man 0,68 ml (10 mmol) 2-Cyanoethanol mit 2 ml (11 mmol) Phosphorigsaure- 
methylester-dlisopropylamid-chlorid in Gegenwart von 8 ml Diisopropylethyl-amin in 20 ml frisch destilliertem 
15 Methylenchlorid urn. Nach Trocknen be! 3Q°C im Hochvakuum erhlit man 2,5 g elnes 6ls, das laut 31P-NMR 94 
% der Verbindung VIII enthfilt. 

31P-NMR: 8 - 150 ppm 

iH-NMR: P-OCH2CH2-CN fi - 3,75 ppm, m [2] 

20 P-OCHiCH,-CN 5 - 2,60 ppm, t [2] 

P-OCH3 5 = 3.35 ppm, d [3] 



25 Belapele(4 

Pho5phorifls3ure-2-(P'nhrophenyl)-ethvlester-dich1orid 

50 g (30 mmol) 2-(p-Nitrophenyl)-ethanol werden in 100 ml absolutem Ether geldst und im Lauf von 40 Minuten 
30 bei -20 bis -30°C unter Ruhron tropfenweise mit 25,5 ml (150 mmol) frisch destilliertem Posphortrichlorid 
umgeaetzt. Man zieht bei 0°C den Ether im Wasserstrahlvakuum und anschlieSend das uberschiissige 
Phosphortrichlorid im Hochvakuum ab und trocknet das zurQckbleibende ftl im Hochvakuum. 

31P-NMR; 8 - 179,8 ppm 93 % des Gesamt-P. 

35 



Beispie) 5 

40 

Phosphorigsaure-diisopropylamld-dichlorid 

87 ml (1 mol) Phosphortrichlorid werden in 800 ml Petrolethar geldst, die Losung auf 6°C gekuhlt und dann eine 
Losung von 283 ml (2 mot) Diisopropylamtn in 660 ml Petrolethar im Lauf einer Stunde bei 5°C zugetropft. Man 
45 ruhrt eine Stunde bei dfeser Temperatur nach, flltrlert das abgeschiedene Aminhydrochtorld ab, zieht den 
Petrolether unter Wasserstrahlvakuum ab und destflliert den ROckstand im Vakuum (0,2 mbar). Man erhSIt ale 
Hauptfrakiion bei 38 bis 41° C 98 g eines Ols, das beim Stehen im Kuhlschrank (-20° C) kristaltisiert und zu 99 <Vb 
rein 1st (3'P-NMR, 8 - 170 ppm). 

50 

Beisplaie 



55 Phosphoriqsaure-bis-f2-(p-mtrophenv!)-ethvlester1-dii6opropviamid (Formel IX) 



60 




Eine Losung von 16 (0,1 mol) 2-(p-Nitrophenyl)-ethanol in 40 ml absolutem Tetrahydrofuran wird mit 26 ml (0,15 
65 mol) Ousopropylethylamin versetzt und auf 0° C gekuhlt. Unter Ruhren tropft man Innerhalb von 15 Minuten 10 g 
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NC-CH 2 -CH 2 -0 



HjC-O 



P-N CH 



VIII 



CH 
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(0,05 mol) PhosphorlgsSure-dlisopropylamid-dtchlorid zu, Dann la&t man das Reaktionsgemisch auf 
Raumtemperatur kommen und noch etwa 30 Minuten weiterreagieren. Man saugt von Aminhydrochlorid ab, 
wischt den Filterkuchen mit wanig Tetrahydrofuran und engt die verefnlgten Filtrate ein, wobei man einen 
festen Ruckstand erh§lt. 1 g dieses Ruckstandes wird durch SSulenchromatographie an 70 g Kiesetgel mit 
5 Toluol/n-Hexan/Triethylamin im VolumenverhSltnis 7:2:1 gereinigt. Man erhfilt 0,95 g elnes Pulvers, das laut 
3iP-NMRzu96<foreln ist. 

31P-NMR: 8 - 147,5 ppm 

1H-NMR: P-OCH2CH 2 - 5 - 3.85 ppm, m [4] 

W P-OCH»CHy 6 - 2,98 ppm, t [4] 

P-N-CH 5-3,5 ppm,m[2] 

P-N-CHfCfcbh * = 1.13 PPm, d [12] 

15 Phosphorylierungsreaktionen : 

Chemische Synthese eines elnzelstrSnglgen Oligonucleotids mit einem 5'-Phosphat-Rest: Ncol-Linker 5' 
pCCATGG 3\ 



20 



Belapfel7 



Nach der Methode von M. J. Gait et al.. Nucleic Adds Res. 8 (1980), 1081 - 1096. wird das am 3'^Ende 
25 stehende Nucleosid, Im vorliegenden falle also Guanosin, an "controlled pore glass" (CPG, Firma Pierce) uber 
die 3'-Hydroxyfunktion kovalent gebunden. 

Hierzu wird zunachst das Kieselgel unter Abspaltung von Ethanol mit 3-(Triethoxysityl)-propylamin 
umgesetzt. wobei elne Si-O-Si-Bindung entsteht. Dee Guanosin wird als N*- lsobutyryl-3'-0-succlnoyl-6 - 
dimethoxytritylether in Gegenwart von Paranitrophenol und N,N'-Dicyclohexylcarbodiimid mit dem 
30 modifizierten TrSger umgesetzt, wobei die freie Carboxygruppe der Succinoylgruppe den Aminorest der 
Propylamingruppe acyliert. 

In den folgenden Syntheseschritten wird die Basenkomponente als 5'-0-Dimethoxytrltyl-nucleosid-3 - 
phosphorigsaure-monomethylester-dialkylamid Oder -chlorid elngesetzt, wobei das Adenin als NS-Benzoyl- 
Verbindung, das Cytosin als N*-Benzoyl-Verbindung, das Guanln als N^lsobutyryl-Verbindung und das keine 
35 Amlnogruppe enthaftende Thymin ohne Schutzgruppe vorliegen. 

ReaktionszykJus fur den Aufbau der Oligonucleotidkette: 25 mg des polymeren TrSgers, der 1 |imol Guanosin 
gebunden emhatt, werden nacheinander mit folgenden Agentien behandelt: 

a) Nrtromethan 

b 3 % Trichloresstgsaure In 1 ,2-Dichlorethan 
40 o Nitromethan 
d Acetonltril 

e) 10 bis 20 umot des entsprechenden Nucleosidphosphlts und 100 jimol Tetrazoi in 0,2 ml wasserfreiem 
Acetonitril (5 mfn) 

f) 20 % Acetanhydrid In Tetrahydrofuran mit 40 % Lutidin und 10 <H> Oimethylaminopyndin (2 mln) 
45 g) Acetonhrll 

h) Tetrahydrofuran mit 20 <Vb Wasser und 40 % Lutidin 

i) 3 % Jod in Colfidin/Wasaer/Tetrahydrofuran Im Volumenverhaltnis 5:4:1 (0,5 min) 

I) Acetonltril , , 

Unter "Phosphit" wird hierbet der Desoxyribose-3'-monophosphorigsSure-monomethylester verstanden, 
50 wobei die dritte Valenz durch Chlor oder eine tertifire Aminogruppe, belspielsweise einen Morpholinorest, 
abgesattigt Ist Die Ausbeuten der einzelnen Syntheseschritte k6nnen Jewells nach der Detrltyllerungsreaktion 
(b) epektrophotometrisch durch Messung der Absorption des Dimethoxytritylkations bei einer Wellenl§nge von 
496 nmbestlmmt werden. 

Der Reaktionszyklus fur die chemische PhosphoryJterung der 5*-Hydroxyfunktlon erfolgt Im Prinzip wie in den 
55 vorherigen Beispielen, jedoch mit dem Unterschled, dafi einerseits bei e) 20 \uno\ des entsprechenden 
Phosphorylierungsreagenzes (z. B. die Verbindung VI) und 100 ujnol Tetrazoi in 0,2 ml wasserfreiem 
Tetrahydrofuran/Acetonrtrll (Mischung aus gleichen Volumlna) 10 bis 20 Minuten zur Reaktion gebrscht 
werden, andererseits der Schritt f) wegffiltt und drittens die Zeit im Schritt i) euf 6 Minuten vorlfingert wird. 
Nach abgeschlossener Synthese des Oligonucleotids werden die Methylphosphetschutzgruppen des 
60 Oligomers mit Hilfe von p-Thlokresol und Trlethylamln abgespaften. Anschliessend wird durch 3-stundige 
Behandlung mit Ammoniak das Oligonucleotid vom festen Trager abgetrennt. Eine 2- bis 3-tfigige Behandlung 
der Oligomeren mit konzentriertem Ammoniak spaltet die Amlnoschutzgruppen der Basen quantitativ ab. 

a) Im Falle des Phosphorylierungsreagenzes Phosphorigsfiure-methylester-(2-(p-nhrophBnyl)-ethylester]- 
diisopropylamid (VI) erhah man nach dieser Schutzgruppenabspaftung ein Oligonucleotid mit einem 2-(p- 
65 Nitrophenyl)-ethylphosphatrest an der B'-Hydroxygruppe. Dieser Phosphatester kann durch HPLC auf 
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"reversed phase"-Material gereinigt werden, was zu einer besonders guten Abtrennung von der 
Hydroxykomponente f Ghrt Zur Abspaltung der p-Nttrophenylethyl-Gruppe behandeit man den Ester mit 0,9 M 
TBD in Pyridin/Wasser im VoJumenverhSltnis 9:18 Stunden bel Raumtemperatur. Oanach 1st laut HPLC bzw. 
Gelelektrophorese auf einem 20-%-igen Pdlyacrylamidgel mit 7 M Harnstoff kein Ausgangsmaterial mehr 
5 vorhanden. Das Reaktlonsgemlsch wlrd mit 1 ml 2 M EsslgsSure versetzt und elngeengt. Den Ruckstand 
entsalzt man fiber eine Saule mit ®SEPHADEX G 50 mit 0,02 M Triethylammoniumbicarbonat (pH 7) els Eluent. 

Das resultierende 5'-Phosphat-Oligonucleotid kann mit Hilfe von Polynucleotid-Ligase zu doppetstrangiger 
repetitiver DNA polymerisiert werden, die sich dann mit dam Restriktionsenzym Hae 111 (Erkannung: GG J CC) 
wfeder schneiden !§&t. 

10 b) Im Falle des Phosphorylierungsreagenzea Phosphorigsaure-metyhlester-2-cyanoethylester- 
dlisopropylamid (VIII) und des Phosphorigsaure-bis-(2-cyanoethylester)-diisopropylamid (X) 



15 



20 



(NC-CH 2 -CH 2 -0> 2 P-N I CH^ 



/ CH 3 




erhalt man nach der Ammoniakspaltung (konzentriertes Ammoniak, 3 Tage Raumtemperatur oder 10 Stunden 
25 bei 75° C) gleich das f reie 5'-Phosphat p CCATGG. 

c) Im Falle des Reagenzes Phosphorigsaure-bis-[2-(p-nltrophenyi]-ethylester]-diisopropylamid (IX) erh&lt 
man nach der Thiophenofat- und Ammonfakbehandlung auch den Phosphat-2-(p-nitrophenyl)-ethylester. der 
wiederum in das B'-Phosphat schutzgruppenfrei mit einer geeigneten Base wie DBU Oder TBD gespalten 
werden kann. 

30 



PotentansprQche fur die Vertragsstaaten: BE, CH, DE, FR, GB, IT, Lt, LU, NL, SE 
35 t. Verfahren zur Herstellung von Verbindungen der Forme! I 



40 



45 



R- 



e 

x o 



2 Kat 



n 



In der 

Kat fur ein Aquivalent ernes Kations steht, 
50 R ein organischer Rest ist, der keine weiteren phosphorylierbaren Wasserstoffatome trfigt, 
XfDr Sauerstoff, Schwefel Oder Selen stent, 
Z fur Sauerstoff, Schwefel Oder -NH- steht, und 
n mlndestens 1 bedeutet, 

55 durch Phosphorylierung einer Verbindung der Formel II 



R-(-Z-H) n » 

60 mit mindestens n Mol ernes Phosphorylierungsreagenzes, Oxidation der erhaltenen Verbindung und 
Freisetzung der Verbindung der Formel I mit Basen, dadurch gekennzeichnet, daB man in Gegenwart einer 
schwachen Sfiure ein Phosphorylierungsreagens der Formel llf 



65 
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to 



20 



25 



R^O R 3 
R 2-0^ X R 4 



einsetzt, in der R 1 fur etne Gruppe der Formel Ilia odar 1Mb stent, 



H R 7 



R 8 - C - C - R 9 - CH 2 - 



15 R 5 . 

Ilia "lb 



R 6 . R 8 und R 7 , die gleich oder verschieden sein konnen, Wasserstoff oder Methyl bedeuten, 
R 8 eine Gruppe der Formel fife, II Id, llle. Cyan oder Ar bedeutet. 



-S-(O) y -R 10 



S-(0) y -R 10 -Si(C 6 H 5 ) 2 -CH 3 



30 IIIc Hid "I® 

llle 

Rio niederes Alkyl oder Ar bedeutet. 
35 G, das gleich oder verschieden sein kann, C oder N bedeutet, wobei jedoch mindestens ein G fur N steht. 

Ar Phenyl bedeutet, das durch 1 bis S gleiche oder verschiedene Substituenten der Reihe Chlor, Fluor, Nitro 

und Cyan oder zusltzlich zu den elektronenabziehenden Substituenten durch einen oder zwei lipophile Rests 

substituiert sein kann, 
yO, 1 oder2ist, 
40 R B eine Gruppe der Formel lllf oder lllg bedeutet. 



45 



50 



CY, 



lllf 



lllg 



Y gleiche oder verschiedene Substituenten der Reihe Chlor. Brom oder Jod bedeutet 
R 2 eine Bedeutung von R 1 haben kann und dann gleich oder verschieden ist, oder Alkyl mit 1 bis 4 
56 Kohlenstofatomen, eine Gruppe der Formel Illh 



60 



65 



-CH 2 -Ar 

oder auch Ar bedeutet, wenn dieses alkalisch leichter abspahbar ist ais R 1 , 
RB und R B zusammen fur eine Gruppe der Formel lilt station 



Illh 



111. 
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Illi 



10 



und R 1 auch fur Methyl stent, wenn R 2 ebenfalts Methyl 1st, 

R3 und R* die gleich oder verschieden sein konnen, Alkyl mit 1 bis 8 Kohlenstoffatomen, Cycloalkyl mit 5 bis 
12 Kohlenstoffatomen, Benzyl oder Phenyl oder zusammen mit dem Stickst off atom, en das sie gebunden sind, 
einen gesSttigten oder ungesettigten heterocyclischen Ring bedeuten, der gegebenenfalls weitere 
Heteroatome und Substituenten enthalten kann, und die erhaltene Verbindung der Formel IV 



15 



20 



R 1 -© 
r2-</ 



P-Z- 



•R 



IV 



n 



in der R', R 2 , R, Z und n die genannten Bedeutungen haben, zur Verbindung der Formel V 



25 



30 



35 



40 



45 



50 



R 2 -0 



in der n, R 1 , R 2 , X, Z und R die genannten Bedeutungen haben, oxldiert. 

2. Verbindungen der Formel Nf, in denen R 1 von Methyl verschieden ist. 

3. Verbindungen nach Anspruch 2, in denen 
R$, R« und R 7 Wasserstoff, 

R8 Cyan, Phenyl oder durch Nitro, Chlor oder einen oder zwei Kohlenwasserstoffreste mit 8 bis 24 C-Atomen 
substituiertes Phenyl bedeutet, 
R 9 eine Gruppe der Formel !fif bedeutet, 

R 2 Alkyl mit 1 bis 4 Kohlenstoff atomen bedeutet oder die Bedeutung von R 1 hat 

R 3 und R 4 Alkyl mit 1 bis 6 C-Atomen, Cyclohexyl, Benzyl, Phenyl und zusammen mit dem Stickst off atom 
Pyrrolidyl, Piperidyl, Morpholyl, Triazolo, Benzotriazolo oder Tetrazolo bedeuten, wobei die aromatischen Reste 
durch Chlor, Fluor, Nitro oder Cyan substituiert sein kdnnen. 

4. Verbindungen nach Anspruch 3, in denen 

R8 Mono- oder DinftrophenyJ, Mono-, Dl- oder Trlchlorphenyl, 2-Chlor-4-nitrophenyl oder zusStzlich zu den 
elektronenabziehenden Substituenten durch einen oder zwei Kohlenwasserstoffreste mit 12 bis 18 C-Atomen 
substituiertes Phenyl bedeutet, 

RSTrichlormethyllst, 

R 2 Methyl ist und 

R3 und R 4 Alkyl mit 1 bis 4 Kohlenstoffatomen bedeuten. 



Patentansprtiche fur den Vertragsstaat Osterrelch 
55 1. Verfahren zur Herstellung von Verbindungen der Formel I 

9 

2 Kat 



60 



r "X © 

X 0 



in der 



L 



& Kat fur ein Aqulvalent eines Kations steht, 



n 
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R ein organischer Rest ist, der koine weiteren phosphorylierbaren Wasserstoffatome trSgt, 
X fOr Sauerstoff, Schwefet Oder Seten steht, 
Z fur Sauerstoff, Schwefef oder -NH- steht, und 
n mindestens 1 bedeutet, 
5 durch Phosphorylierung einer Verbindung der Forme) M 

R-(-2-H)„ " 

mit mlndestens n Mol eines Phoaphorylierungsreagenzes, Oxidation der erhaltenen Vebrindung und 
10 Freisetzung der Verbindung der Formal I mit Basen, dadurch gekennzeichnet, daft man in Gegenwart einer 
schwachen Sfiure eln Phosphoryllerungsreagens der Formel III 



15 



25 



3S 



40 



55 



R^O R 3 

j>-<^ III 
R 2 -0"^ 



20 oinsstzt 

in der R* fur eine Gruppe der Formel Ilia oder 111b steht. 



H R 7 

R B - C - C - R 9 • CH 2 

R 5 R 6 

30 Ilia Illb 



RB, R6 und R?, die gleich oder verschieden sein kdnnen, Wasserstoff oder Methyl bedeuten. 
R*'eine Gruppe der Formel Ulc, llld, Hie, Cyan oder Ar bedeutet, 

-S- (O) y -R 10 -Si{C 6 H 5 ) 2 -CH 3 
IIIc Hid 




Rio Alkyl mit 1 bis 4 Kohlenstoffatomen oder Ar bedeutet, 
45 G, das gleich oder verschieden sein kann, C oder N bedeutet, wobei jedoch mlndestens ein G fur N steht, 

Ar Phenyl bedeutet das durch 1 bis 5 gleiche oder verschledene Substttuenten der Reihe Chlor, Fluor, NJtro 
und Cyan oder zusatzlich zu den elektronenabziehenden Substhuenten durch einen oder zwel lipophile Reste 
substitute* sein kann, 
y 0 f 1 oder 2 ist, 
50 R9 eine Gruppe der Formel Nlf oder llig bedeutet, 



-3 jrfi 



IHf Hlg 



60 Y gleiche oder verschiedene Substltuenten der Reihe Chlor, Brom oder Jod bedeutet, 

R2 eine Bedeutung von R 1 haben kann und dann gleich oder verschieden 1st, oder Alkyl mit 1 bis 4 
Kohlenstoffatomen, eine Gruppe der Formel Illh 
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-CH 2 -Ar 



Illh 



Oder auch Ar bedeutet, wenn dieses alkalisch leichter abspaltbar ist als W, 
R 6 und R 6 zusammen fur elne Gruppe der Formel MM stehen 



10 



15 




Illi 



und R 1 auch fur Methyl steht, wenn R 2 ebenfalls Methyl ist, 

R3 und R 4 , die gleich Oder verschieden sein kdnnen, Alky? mlt 1 bis 8 Kohlenstoffatomen, Cycloalkyl mlt 6 bis 
12 Kohlenstoffatomen, Benzyl oder Phenyl oder zusammen mlt dem Stickstoffatom, an das sie gebunden sind, 
einen gasattigten oder ungesattigten heterocyclischen Ring bedeuten, der gegebenenfalls weitere 
Heteroatome und Substituenten enthalten kann, und die erhaltene Verbindung der Formel IV 



20 



25 



R^O, 



P-Z--R 



R 2 -0' 



IV 



n 



in der R 1 , R 2 , R, Z und n die genannten Bedeutungen haben, 2ur Verbindung der Forme! V 



30 



35 



40 



45 



50 



55 



-R 



n 



in der n, R 1 , R 2 , X f Z und R die genannten Bedeutungen haben, oxidiert 

2. Verfahren nach Anspruch !, dadurch gekennzeichnet, da& man Verbindungen der Formel III einsetzt, In 
denen R 1 von Methyl verschieden ist. 

3. Verfahren nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, da& man Verbindungen einsetzt, in denen 
R5 R6 und R' Wasserstoff, 

R* Cyan, Phenyl oder durch NItro, Chlor oder einen oder zwei Kohlenwasserstoffreste mit 8 bis 24 C-Atomen 
substituiertes Phenyl bedeutet, 
R* eine Gruppe der Formel lllf bedeutet, 

R2 Alkyl mit 1 bis 4 Kohlenstoffatomen ist oder die Bedeutung von R1 hat, 

R3 und R* Alkyl mit 1 bis 6 C-Atomen, Cyclohexyl, Benzyl, Phenyl und zusammen mit dem Stickstoffatom 
Pyrrolidyl, Piperidyl, Morpholyl. Triazolo, Benzotriazofo oder Tetrazolo bedeuten, wobei die aromatischen Rests 
durch Chlor. Fluor, Nitro oder Cyan substituiert sein kdnnen. 

4. Verfahren nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, daft man Verbindungen einsetzt, in denen R e Mono- 
oder Dlnltrophenyl, Mono-, Di- oder Trichlorphenyl, 2-Chlor-4-nitrophenyl oder zusfitzlich zu den 
elektronenabziehenden Substituenten durch einen oder zwei Kohlenwasserstoffreste mit 12 bis 18 C-Atomen 
substrtuiertes Phenyl bedeutet, 

R9Trichlormethyl ist, 
R2 Methyl Ist und 

R3 und R* Alkyl mit 1 bis 4 Kohlenstoffatomen bedeuten. 



60 



65 
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Claims for the contracting states: BE, CH, DE, FR, GB, IT, U, LU, NL, SE 
1 . A process for the preparation of compounds of the formula I 



e 



X 0 



2 Kat 



in which 

15 Kat represents one molar equivalent of a cation, 

R is an organic radical which carries no further phosphorylatable hydrogen atoms, 

X represents oxygen, sulfur or selenium, 

Z represents oxygen, sulfur or -NH- and 

n denotes at least 1, 
20 by phosphorylating a compound of the formula 11 

R-<-z-H)„ 

with at least n moles of a phosphorylating reagent, oxidizing the resulting compound and liberating the 
25 compound of the formula I by means of bases, characterized by employing, in the presence of a weak acid, a 
phosphorylating reagent of the formula III 



30 



II 



Rl-0 R* 



III 



35 in which R 1 represents a group of the formula Ilia or lllb 



40 



>8 



r 

- c 



R* - CH, « 



45 



50 



Ilia 



II lb 



R5, R6 and R 7 . which can be identical or different, denote hydrogen or methyl, 
RB denotes a group of the formula 111c, Hid or Hie or cyano or Ar 



-S-(O) y -R 10 -Si(C 6 H 5 ) 2 -CH 3 



O 



55 
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111c 



II Id 



Hie 



Rio denotes lower alkyl or Ar, 

G, which can be identical or different, denotes C or N, but at least one G represents N, 

Ar denotes phenyl which can be substituted by 1 to 5 identical or different substituertts belonging to the 

series chlorine, fluorine, nitro and cyano or, in addition to the electron-withdrawing substituents. can be 

substituted by one or two lipophilic radicals, 
y is 0,1 or 2. 

R 9 denotes a group of the formula lllf or lllg 
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10 



15 



CY, 



Illf 



Illg 



Y denotes identical or different substituents belonging to the series chlorine, bromine or iodine, 
R 2 can have a meaning of R 1 and is then identical or different, or denotes alkyl having 1 to 4 carbon atoms, a 
group of the formula lllh 



-CH 2 -Ar 

or Ar, if the latter can be split off more readily than R 1 by alkalis, 
R B end R* together represent a group of the formula Illi 



lllh 
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Illi 



and R 1 also represents methyl if R 2 is also methyl, and 

R3 and R 4 , which can be identical or different, denote alkyl having 1 to 8 carbon atoms, cycloalkyi having 6 to 
12 carbon atoms, benzyl or phenyl or, together with the nitrogen atom to which they are attached, denote a 
saturated or unsaturated heterocyclic ring which can, if appropriate, contain further heteroatoms and 
substituents. 



and oxidizing the resulting compound of the formula IV 
30 r 



R^O, 



-R 



IV 



in which R 1 , R 2 , R, Z and n have the meanings mentioned to give the compound of the formula V 



R x -a 



in which n, R 1 , R 2 r X, Z and R have the meanings mentioned. 

2. A compound of the formula III in which R 1 other than methyl. 

3. A compound as claimed In claim 2, in which 
R5, R* and W denote hydrogen, 

RB denotes cyano, phenyl or phenyl which is substituted by nitro, chlorine or one or two hydrocarbon 
radicals having 8 to 24 carbon atoms, 
R9 denotes a group of the formula Illf, 

R 2 denotes alkyl having 1 to 4 carbon atoms or has the meaning of Rj, and 

R3 and R* denote alkyl having t to 6 carbon atoms, cyclohexyl, benzyl or phenyl and, together with the 
nitrogen atom, denote pyrrolidyl, piperidyl, morpholyl, tnazolo, benzotriazolo or tetrazolo, wherein the aromatic 
radicals can be substituted by chlorine, fluorine, nitro or cyano. 

4. A compound as claimed in claim 3, In which 

R8 denotes mononrtrophenyl, dinitrophenyl, monochlorophenyl, dichlorophenyl, trichlorophenyl or 2-chloro- 
4-nitrophenyJ or phenyl which, additionally to the electron-withdrawing substituents, is substituted by one or 
two hydrocarbon radicals having 12 to 18 carbon atoms, 

R Q is trichloromethyl, 

R 2 is methyl and 

R3 and R 4 denote alkyl having 1 to 4 carbon atoms. 
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Claims for the contracting state: Austria 
1 . A process for the preparation of compounds of the formula I 



R- 



e 

X ^0 



2 Kit 



In which 

Kat represents one molar equivalent of a cation, 

R is an organic radical which carries no further phosphorylatable hydrogen atoms, 
X represents oxygen, sulfur or selenium, 
Z represents oxygen, sulfur or -NH- and 
n denotes at least 1, 
by phosphorylating a compound of the formula II 

with at least n moles of a phosphorylating reagent, oxidizing the resulting compound and liberating the 
compound of the formula I by means of bases, characterized by employing, In the presence of a weak acid, a 
phosphorylating reagent of the formula III 



II 



R 1 0 



in which R 1 represents a group of the formula Ilia or lllb 



III 



4» 



CH. 



Ilia 



1 1 lb 



R», R8 and R 7 which can be identical or different, denote hydrogen or methyl, 
R8 denotes a group of the formula lllc. Hid or llle or cyano or Ar 

-S-{0) y -R 10 -Si<C 6 H 5 > 2 -CH 3 



55 



60 



IIIC 



Hid 



Hie 



Rio denotes alkyl having 1 to 4 carbon atoms or Ar, 

G, which can be identical or different, denotes C or N, but et leest one G represents N. 

Ar denotes phenyl which can be substituted by 1 to 5 identical or different substituents belonging to the 
series chlorine, fluorine, nitro and cyano or, in addition to the electron-withdrawing substituents. can be 
substituted by one or two lipophilic radicals, 

yisO, 1 or 2, 

R9 denotes a group of the formula lltf or lllg 



65 
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IS 



II If 



Illg 



Y denotes identical or different substituents belonging to the series chlorine, bromine or iodine, 
R2 can have a meaning of R 1 and Is then identical or different, or denotes alkyl having 1 to 4 carbon atoms, a 
group of the formula lllh 



-CH 2 -Ar 

or Ar, if the latter can be split off more readily than R' by alkal is, 
R5 and R* together represent a group of the formula llli 



lllh 
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30 



35 



40 
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65 




1X11 

and R 1 also represents methyl if R 2 is also methyl, and 

R3 and R 4 , which can be identical or different, denote alkyl having 1 to 8 carbon atoms, cycloalkyl having 5 to 
12 carbon atoms, benzyl or phenyl or, together with the nitrogen atom to which they are attached, denote a 
saturated or unsaturated heterocyclic ring which can, if appropriate, contain further heteroatoms and 
substituents, 

and oxidizing the resulting compound of the formula IV 



R 2 -0 



IV 



-R 



in which R 1 , R*, R, Z and n have the meanings mentioned to give the compound of the formula V 



R^Q 



R 2 -0 



in which n, R^, R2 X, Z and R have the meanings mentioned. 

2. The process as claimed in claim 1, characterized in that compounds of the formula III in which R 1 other 
than methyl are employed. 

3. The process as claimed In claim 2, characterized in that compounds are employed in which 

R 5 , R 6 and R 7 denote hydrogen, 

R a denotes cyano, phenyl or phenyl which is substituted by mtro, chlorine or one or two hydrocarbon 
radicals having 8 to 24 carbon atoms, 
R* denotes a group of the formula lllf, 

R2 Is alkyl having 1 to 4 carbon atoms or has the meaning of R', and 

R3 and R* denote alkyl having 1 to 6 carbon atoms, cyclohexyi, benzyl or phenyl and, together with the 
nitrogen atom, denote pyrrolidyl. piperidyl, morpholyl, triazolo, benzotriazolo or tetrBzolo, wherein 
the aromatic radicals can be substituted by chlorine, fluorine, nitro or cyano. 

4. The process as claimed in claim 3, characterized in that compounds in which 

R* denotes mononitrophenyl, dinftrophenyl, monochlorophenyl, dichlorophenyl, trichiorophenyl or 2-Chloro- 
4-nltrophenyf or phenyl which, additionally to the electron-withdrawing substituents, is substituted by one or 
two hydrocarbon radicals having 12 to 18 carbon atoms, 

R 9 is trichtoromethyl, 

R* is methyl and 

R3 and R 4 denote alkyl having 1 to 4 carbon atoms, are employed. 
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Revendicationa pour les Etats Contractants: BE. CH, DE, FR, GB, IT, LJ, LU. NL, SE 
1 . Proced6 pour la preparation de composes de formula I 
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■Z-P, 
B 
X 



2 catr 



dans Jaquelle 
cat represents un Equivalent d'un cation, 

R est un radical organiqua qui nB porte pas d'autres atomes d'hydrog^ne phosphorylabfes, 
X represente un atome d'oxygene, de soufre ou de selenium, 
Z represente un atome d'oxyg6ne, de soufre ou -NH-, 
n vaut au moins 1, 
par phosphorylation d'un compost de formula II 

R-(-Z-H) n li 

avec au mofns n moles d'un rgactif de phosphorylation, oxydation du compose obtenu et liberation, a I'aide de 
bases, du compose de formule I, caracteris6 en ce que Ton fait r6agir, en presence d'un acide faible, un r6actif 
de phosphorylation de formule III 



> P-N v 



III 



dans laquelle 
Ft 1 represente un groups de formule Ilia ou (lib 



R 



H R' 

'-t-'c- 



k 5 



Ilia 



- CH 2 - 



Illb 



R5, R6 et R 7 , qui peuvent fitre Identiques ou differents, represented un atome d'hydrogene ou le groupe 
methyls; 

R a represente un groupe de formule lllc. Hid, Hie, cyan© ou Ar, 



-S-(O) y .R 10 



-Si<C 6 H s ) 2 -CH 3 



/f" 0 v 

v 



IIIc 



Hid 



Hie 



55 R 1Q represente un groupe alkyle inferieur ou Ar, et les atomes G, qui peuvent 6tre identiques ou differents, 
representent C ou N, mais au moins un G represente N, Ar represente un radical phenyle qui peut Stre 
substitue par 1 e 5 substituants identiques ou differents. choisis parmi des atomes de chlore ou de fluor, ou des 
groupes nitro et cyano, ou en plus des substituants eiectro-attracteurs, par un ou deux restes llpophiles, 
y vaut 0, 1 ou 2, 

60 r9 represente un groupe de formule lllf ou IHg. 
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10 



CY 3 



Illf 



Illg 



Y repr6sentant des substituants identiques ou differents, choisis parml dee atomes de chlore, brome ou lode, 
R2 peut avoir une des significations de R 1 et §tre afors identique a ou different de celui-ci, ou representor un 
groupe elkyle ayant de 1 d 4 atomes de carbone, un groupe de formula Illh 



-CH r Ar 

15 ou bien Ar, forsque ceiuf-ct est plus aisement separable par des alcalis que R 1 , 
R5 et R 8 peuvent representor ensemble un groupe de formule Illi 



Illh 



20 



25 



30 




Illi 



et 



Ri peut aussi representor un groupe methyle, lorsque R 2 represente egalement un groupe methyle. 

R3 et R 4 qui peuvent etre identiques ou differents, repr6sentent des groupes alkyle ayant de 1 d 8 atomes de 
carbone, cycloalkyle ayant de 6 £ 12 atomes de carbone, le radical benzyie ou phenyle ou forment ensemble, 
conjointement avec I'atome d'azote auquel its sont 116s, un cycle h6t6rocyclique sature ou non sature, qui peut 
eventuellement contentr d'autres heteroatomes et substituants. 
et on oxyde le compose de formule IV obtenu 



R - 

„2 



IV 



40 



45 



50 



55 



60 



dans laquelle R 1 , R 2 , Z et n ont les significations indiquees, pour aboutir au compose de formule V 

2 S \ 
R -CT N Z-f-R. 

dans laquelle n, R 1 , R*. X, Z et R ont les significations indiquees. 

2. Composes de formule III, dans lesquels R 1 est different d r un groupe mdthyle. 

3. Composes selon (a revendication 2, dans lesquels 
R3 R* et R 7 representent un atoms d'hydrogdne, 

R6 reprdsente un radical cyano r phenyle ou phenyle substitud par un atome de chlore ou par un groupe nitro 
ou par un ou deux restes hydrocarbon^ ayant de 8 a 24 atomes de carbone, 
R9 represente un groupe de formule Illf, 

fl* represente un groupe alkyle ayant de 1 £ 4 atomes de carbone. ou a la signification de R 1 , 
R3 et R* representent un groupe alkyle ayant de 1 a 6 atomes de carbone, un radical cyclohexyle, benzyle, 
phenyle, ou forment ensemble, conjointement avec I'atome d'azote, un radical pyrrolidyle, pip6ridyle, 
morpholyle, triazolo, benzotriazolo ou t6tra2olo, les radicaux aromatiques pouvant etre substitute par des 
atomes de chlore ou de f luor ou par des groupes nitro ou cyano. 

4. Composes selon la revendication 3, dans lesquels 

R8 represente un groupe mono- ou dinitrophdnyte, mono-, di- ou trichlorophenyle, 2-chloro-4-nitroph6nyle, 
ou un radical phenyle substitue, en plus des substituants attirant les Electrons, par un ou deux restes 
hydrocarbones ayant de 12 a 18 atomes de carbone, 

Rfl est le radical trichloromdthyle, 

R2 est le groupe m6thyfe, et 

R3 et R4 representent un groupe alkyJe ayant do 1 a 4 atomes de carbone. 
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Revendicatione pour I'Etat Contraotant: AT 
t. Precede pour la preparation de composes de formule I 



10 



15 



20 



25 



30 



35 



40 



« \ Q 
X CT 



2 cat 



0 



dans laquelle 
cat represents un Equivalent d'un cation, 

R est un radical organique qui ne porte pas d'autres atomes d'hydrogene phosphorylables, 
X repr6sente un atome d'oxyg6ne, de soufre ou de senium, 
Z represente un atome d'oxygdne, de soufre ou -NH-, 
n vaut au moins 1 r 
par phosphorylation d'un compose de formule II 

R-{-Z-H) n 



II 



sveo au moins n moles d'un reectif de phosphorylation, oxydation du compose obtenu et liberation, a I'aide de 
bases, du compose de formule caract6rls6 en ce que I'on fait reegir, en presence d'un acide faible. un r6actif 
de phosphorylation de formule 111 



R -0' 

dans laquelle 
Ri represente un groupe de formule Ilia ou lllb 



H R 

8 I 1 
R - C - C - 

R 5 R 6 

Ilia 



P-N 

>2 \„4 



III 



R n 



R* - CH 2 - 



Illb 



45 



50 



RE, RB et R 7 qui peuvent etre identlques ou difrerents, representent un atome d'hydrogene ou la groupe 
methyle; 

R 8 represente un groupe de formule lllc, Hid, Hie, cyano ou Ar, 



-S-{0) -R 1(> -Si(C 6 H 5 ) 2 -CH 3 



55 



60 



IIIC 



Hid 



Hie 



R10 represente un groupe alkyle ayant de 1 d 4 atomes de carbone ou Ar, et 

les atomes G, qui peuvent etre identiques ou differents, representent C ou N, mais au moins un G represente 
N, Ar represente un radical phdnyle qui peut §tre substitu6 par 1 ft 5 substituants identiques ou differents, 
cholsis parmf des atomes de chlore ou de floor, ou des groupes nitro et cyano, ou en plus des substituants 
6tectro-attracteuTS, par un ou deux restes lipophiles, 

y vaut 0, 1 ou 2, 

R 9 represente un groupe de formule lllf ou lllg, 
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XXXf 



XlXg 



Y repr6sentant des substituants identiques ou different*, choisis parmi des atomes de chlore. brome ou iode, 
R2 peut avoir une des significations de R 1 et fitre aiors identique a ou different de cefui-ct, ou representor un 
groupe alkyle ayant de 1 a 4 atomes de carbone, un groupe de formule Ilih 



4 



-CH r Ar 



Ilih 



ou bien Ar, lorsque celui-d est plus ais6ment separable par des alcalis que R 1 , 
15 R 5 et R 8 peuvent representor ensemble un groupe de formule llli 




Illi 
et 

R 1 peut aussi representer un groupe methyle, lorsque R 2 represente egalement un groupe methyle. 

R3 et R*, qui peuvent fitre Identiques ou drff6rents, represented des groupes alkyle ayant de 1 a 8 atomes de 
carbone, cycloalkyle ayant de 5 a 12 atomes de carbone, le radical benzyle ou phenyle, ou forment ensemble, 
conjointement avec I'atome d'azote auquel lis sont lies, un cycte heterocycllque sature ou non sature, qui peut 
eventuellement contenir d'autres heteroatomes et substituants, 
et on oxyde le compose de formule IV obtenu 



V-o. 



\ 



P-Z--R 



IV 



4 n 



35 dans laquelle R 1 , R 2 , Z et n ont les significations indiquees, pour aboutir au compose de formule V 



r 2 V ^iL 



J R n 



dans laquelle n, R*, R 2 , X r Z et R ont les significations indiquees. 

2. Procdde selon la revendication 1, caractdrisd en ce que I'on utilise des composes de formule III, dans 
lesquels R 1 est different d'un groupe methyle. 

3. Proc6d6 selon la revendication 2, caract6ris6 en ce que I'on utilise des composes dans lesquels 
R B , R* et R 7 represented un atome d'hydrogdne, 

rb represente un radical cyano, phenyle ou phenyle substitu6 par un atome de chlore ou par un groupe nitro 
ou par un ou deux restes hydrocarbon6s ayant de 8 a 24 atomes de carbone, 
R9 represente un groupe de formule lllf, 

R 2 represente un groupe alkyle ayant de 1 a 4 atomes de carbone, ou a la signification de W. 

R3 et R 4 repr6sentent un groupe afkyle ayant de 1 a 6 atomes de carbone, un radical cyclohexyle. benzyle, 
phenyle, ou forment ensemble, conjointement avec I'atome d'azote, un radical pyrroKdyle, pipertdyie, 
morpholyle, triazolo, benzotriazolo ou tdtrazolo, les radicaux aromatiques pouvant dtre substltues par des 
atomes de chlore ou de fluor ou par des groupes nitro ou cyano. 

4. Proc6d6 selon la revendication 3, carect6rise en ce que I'on utilise des composes dans lesquels R fi 
represente un groupe mono- ou dinitroph6nyle, mono-, di- ou trichloroph6nyle, 2-chloro-4-nitroph6nyle, ou un 
radical phenyle substitu6, en plus des substituants attlrant les electrons, par un ou deux restes hydrocarbons 
ayant de 12 a 18 atomes de carbone, 

R 9 est le radical trichlorom6thyle, 
R 2 est le groupe methyle, et 

R3 et R 4 represented un groupe alkyle ayant de 1 a 4 atomes de carbone. 
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